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Propósito y método de estudio: 
En este trabajo se realizó la producción de lacasas por fermentación sumergida de 
Trametes versicolor, posteriormente se purificaron parcialmente por precipitación 
con sales de sulfato y ultrafiltración, se inmovilizaron en nanoestructuras core shell 
de Fe3O4@SiO2–NH4, las cuales fueron previamente sintetizadas y funcionalizadas. 
Se evaluó la degradación de ciprofloxacino en solución, con la enzima libre e 
inmovilizada en presencia de ABTS como mediador redox. 
Conclusiones y contribuciones: 
Los resultados de SEM y SEM-EDS de las nanopartículas indicaron un diámetro 
promedio de 63.3 nm para core y un shell aproximado de 31 nm de espesor. 
Mediante la determinación del potencial Z, se observó un cambio en la distribución 
de la carga eléctrica según el proceso de síntesis y funcionalización de las 
partículas, de -23.1 mV a 13.4 mV, lo que indica la adición de los grupos aminos al 
material. Con los resultados de XPS se encontraron Fe, O, Si, C y N, en el material 
ya funcionalizado, lo que indica la incorporación del Shell de SiO2 y del APTES.  
Las enzimas lacasas fueron obtenidas por la fermentación en medio liquido de 
Trametes versicolor, determinando una actividad enzimática del extracto de 
1,386.15 U/mL a los 9 días de fermentación. El extracto enzimático rico en lacasas 
fue parcialmente purificado por ultrafiltración para dejar la fracción entre 30 y 100 
kDa con una actividad enzimática final de 1,538.89 U/mL. Una vez funcionalizadas 
las nanopartículas con NH2 se inmovilizaron enzimas lacasas de Trametes 
versicolor en el material, logrando un 68% de porcentaje de retención. Por último se 
llevó a cabo la degradación del ciprofloxacino con las lacasas inmovilizadas, usando 
ABTS como mediador redox y se cuantificó por HPLC con un detector de UV-Vis, 
sin embargo bajo las condiciones trabajadas, no se lograron separar los picos de 
los subproductos, ya que son muy similares a los del Ciprofloxacino, y se duplica el 
área de los picos, por lo que se recomienda en un futuro usar HPLC acoplado a un 
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El desarrollo industrial y el crecimiento poblacional del último siglo, han traído 
como consecuencia la acumulación de compuestos que provocan daño en el 
medio ambiente y a la salud.  Recientemente, se ha logrado detectar sustancias 
que siempre han estado presentes en diversas partes del ambiente, pero que 
hasta la fecha habían pasado desapercibidas por las escasas técnicas para su 
adecuada identificación, dichos compuestos reciben el nombre de 
“contaminantes emergentes”. Se conocen como contaminantes emergentes a un 
vasto grupo de compuestos que provienen de diferente origen y naturaleza química, 
cuya presencia en el medio ambiente y los daños que ocasionar, han sido 
ignorados. Entre estas sustancias se encuentran productos como: fármacos, 
plaguicidas, cosméticos, artículos de limpieza y aseo personal entre otros1,2. 
Su presencia constante es altamente dañina al ambiente y pueden causar daños 
ambientales que pueden desencadenar en problemas para la salud, esto debido a 
que son un grupo de compuestos actualmente no regulados, ya que para su mayoría 
no hay datos disponibles de su ecotoxicidad1.  Por esta razón, es necesario 
continuar con las investigaciones que permitan conocer el impacto que 
provocan, tanto al medio ambiente como al organismo humano. 
 
Su principal problema es que son sustancias tóxicas bioacumulables, capaces 
de llegar incluso a los reservorios de agua de consumo humano a través de las 
vertientes residuales y corrientes subterráneas.  Las técnicas actuales de 
tratamiento no son adecuadas o bien son muy caras y su aplicación a escala 
industrial está muy imitada.  
 
En el caso de los fármacos comunes, en especial los antibióticos, nos enfrenta a 
una liberación en el medio ambiente, tanto en agua, como suelo. Además, la 
exposición constante a baja concentración de antibióticos puede apoyar la 
proliferación de bacterias resistentes2. Se estima que aproximadamente 3/5 partes 
de un antibiótico es metabolizado por el organismo, el resto es excretado3. 
 
Uno de los antibióticos más utilizados en la actualidad es el ciprofloxacino, el cual 
es una quinolona de segunda generación de amplio espectro, con una marcada 
actividad contra bacterias gram positivas y gram negativas4. El ciprofloxacino es 
probablemente el antibiótico más abundante detectado en biosólidos municipales, 
debido a su abundante uso y sus propiedades de sorción5. Para combatir la 
presencia de estos contaminantes emergentes como el ciproflaxacino en aguas 
residuales, se han empleado distintas técnicas de remoción.  
 
Los métodos empleados para el tratamiento de contaminantes pueden clasificarse 
en: tratamientos físicos (filtración), químicos (ozonación, oxidación convencional), 
fisicoquímicos (coagulación-floculación, adsorción), tratamientos biológicos (lodos 
activados, hongos y enzimas)6. 
 
Los tratamientos biológicos se basan en emplear microorganismos, principalmente 
bacterias, los cuales utilizan  los contaminantes de los efluentes, como sustrato o 
nutrientes para su crecimiento7. Estos tratamientos deben contar con condiciones 
ambientales específicas, que permitan el desarrollo del microorganismo empleado8. 
La mineralización que tiene lugar en estos tratamientos, es un proceso destructivo 
que transforma los contaminantes en agua, dióxido de carbono, hidrógeno, metano 
y nitrógeno molecular9. Sin embargo, tienen bajas eficiencias en fármacos como los 
antibióticos, por su naturaleza, por lo que es necesario utilizar microorganismos 
como los hongos, especialmente los hongos de pudrición blanca10. 
 
Un enfoque verde para la eliminación de residuos farmacéuticos, en especial los 
antibióticos considerados contaminantes emergentes, es el basado en hongos de la 
pudrición blanca10, específicamente los productores de enzimas ligninolíticas 
extracelulares como las lacasas, manganeso peroxidasas y  lignina peroxidasas11. 
 
Las enzimas ligninolíticas participan en la oxidación de la lignina en subunidades de 
compuestos aromáticos12. Estas enzimas son inespecíficas a un sustrato y tienen 
el potencial de oxidar un amplio espectro de compuestos13. Recientemente se ha 
visto un aumento de esta aplicación para la degradación de un gran número de 
contaminantes emergentes.  Sin embrago la aplicación de estas enzimas como 
enzimas libres, es limitada debido a su falta de reutilización y a su inestabilidad a 
altas temperaturas y valores amplios de pH, así como en presencia de disolventes 
orgánicos14. Una alternativa para mejorar la estabilización enzimática y hacer el 
tratamiento enzimático más verde y reutilizar en varios ciclos las enzimas, es 
inmovilizar.  
 
La inmovilización de enzimas es un proceso en el que se confina o localiza a la 
enzima en una región definida del espacio para dar lugar a formas insolubles, las 
cuales retienen su actividad catalítica y pueden ser reutilizadas repetidamente, lo 
que abre las puertas a que las enzimas tengan aplicaciones industriales.  
 
Los procesos de inmovilización presentan ventajas tales como, aumento de la 
estabilidad de la enzima, reutilización de la enzima inmovilizada (por lo que 
disminuyen los costos del proceso) y la posibilidad de diseñar un reactor enzimático 
de fácil manejo y control, adaptado a la aplicación de la enzima inmovilizada.  
 
Sin embargo, algunas de las desventajas que presenta este método son, la 
alteración de la conformación de la enzima respecto de su estado nativo, la gran 
heterogeneidad del sistema enzima-soporte y la posible pérdida de actividad 
enzimática durante la inmovilización.  
 
Considerando tanto las ventajas como las desventajas anteriores, el hecho de que 
a la enzima se le abra la posibilidad de ampliar su uso sobre todo a escala industrial, 
y que disminuya el costo del procedimiento, la inmovilización emerge como un 
proceso rentable si se desea trabajar con enzimas. El tipo de inmovilización a usar 
es un paso transcendental, por lo que es necesario elegir adecuadamente el método 
que cumpla con las condiciones que son requeridas según sea el caso. Existen 
métodos físicos de inmovilización enzimática (como la adsorción y el atrapamiento) 
y los métodos químicos, como la formación de enlaces covalentes entre el soporte 
y la enzima15. El enlace covalente comienza con la síntesis y la funcionalización de 
los soportes, uno de los soportes más atractivos para la inmovilización son los 
compuestos magnéticos, ya que permiten una fácil separación del sistema 
enzimático del efluente tratado, lo que facilita la reutilización y ayuda a mantener 
íntegro el biomaterial porque no hay daño mecánico. 
 
En el presente trabajo, se llevará a cabo la degradación de ciprofloxacino, por la 
acción de enzimas lacasas, producidas a partir de un hongo de pudrición blanca 
(Trametes versicolor), las cuales serán caracterizadas e inmovilizadas en un soporte 
microestructurado tipo core shell de Fe3O4@SiO2, lo que permitirá reutilizar el 
biomaterial en varios ciclos de remoción del ciprofloxacino, lo que nos generará un 

















El agua es uno de los principales recursos naturales, indispensable para la vida, la 
cual ha sufrido una lenta, pero alarmarte escases, esto como consecuencia del 
rápido desarrollo humano y de mal uso16. La calidad, a su vez, es incluso un 
problema mayor. Como ambos aspectos están vinculados, podemos decir que, el 
uso excesivo de este recurso disminuirá la cantidad de agua disponible para uso y 
a su vez aumentará la concentración de contaminantes, lo que conlleva a un 
aumento en los riesgos a la salud para la población. Algunos investigadores estiman 
que cuatro quintas partes de todas las enfermedades y un tercio de las muertes en 
los países en desarrollo, se pueden imputar a la mala calidad del agua17.  
 
2.1.1 Contaminantes emergentes 
 
Dentro de los contaminantes presentes en el agua, podemos encontrar aquellos 
llamados contaminantes emergentes, los cuales se definen como un grupo de 
contaminantes no reconocidos como tal, su presencia en el medio ambiente no es 
completamente nueva, pero si implica un grado de preocupación debido a las 
posibles consecuencias por su presencia1. En la actualidad su presencia e impacto 
en los distintos espacios ambientales, han sido poco estudiados, por esta razón la 
mayoría no están regulados y los métodos de análisis y eliminación son bastante 
limitados16. 
De la misma manera que el crecimiento poblacional afecta a la disponibilidad de 
agua dulce, este, también contribuye al alza del consumo de sustancias y productos, 
que al final de su vida útil, dichos compuestos van a parar a las aguas naturales y 
suelos de uso agrícola. En muchas ocasiones las plantas de tratamiento de agua 
no son aptos para degradar estos desechos, ya que se encuentran diseñadas para 
eliminar contaminantes habituales requeridos por la legislación vigente. Por lo que, 
los contaminantes emergentes se pueden encontrar presentes en aguas 
superficiales, subterráneas y de consumo humano. 
Una característica de este grupo de contaminantes es que no es necesario que sean 
permanentes en el ambiente para causar efectos negativos, ya que, su constante 
consumo y, por ende, su excreción, deriva en su persistente introducción y 
presencia en el medio ambiente18. 
Existe un amplio grupo de contaminantes emergentes, algunos de ellos se indican 
en la Tabla 1. 
Tabla 1. Tipos de contaminantes emergentes 19. 
Contaminantes  Ejemplo  
Productos farmacéuticos (antibióticos)  Trimetoprima, eritromicina, lincomicina, 
sulfametoxazola, ciprofloxacino 
Medicamentos analgésicos y anti-
inflamatorios  
Codeína, ibuprofeno, acetaminofeno, 
ácido acetilsalicílico, diclofenaco 
Medicamentos psiquiátricos  Diazepam, fluoxetina, carbamazepina  
Betabloqueadores Metoprolol, propanolol, timolol, atenolol  
Esteroides y hormonas (anticonceptivos)  Estradiol, estrona, estriol, dietiletilbestrol  
Productos de cuidado personal  Fragancias, policíclicos y macrocíclicos  
Agentes de protección solar  Benzofenona, metilbenzilidene cambor  
Repelentes de insectos  N,N-dietiltoluamida  
Antisépticos  Triclosán, clorofeno  
Detergentes tensioactivos y sus 
metabolitos  
Alquilfenoles etoxilados, alquilfenoles 
(nonilfenol, octilfenol), alquilfenol 
carboxilados  
Retardadores de llama  Difenil éteres polibromados (PBDEs), 
tetrabromo bisfenol A, tris (2-cloroetil) 
fosfato  
Aditivos y agentes industriales  Agentes quelantes (EDTA), sulfonados 
aromáticos  
Aditivos de la gasolina  Dialquil éteres. Metil-t-bitil éter (MTBE)  




En el caso especial de la presencia de antibióticos como contaminantes, el principal 
problema en el tratamiento convencional de agua, es el uso de lodos activados 
(bacterias aerobias o anaerobias), por lo que no se logra degradar el contaminante 
y hace que este quede en los biosólidos, lo que entra en contacto directo con los 




Los antibióticos se definen como molécula natural producida por un organismo vivo, 
hongo o bacteria, facultad de inducir la muerte o interrumpir el crecimiento 
microbiano20. 
Los antibióticos en general integran un grupo heterogéneo de sustancias con 
diferente comportamiento de farmacocinética y farmacodinamia; su principal 
característica es ejercer una acción específica sobre algunas estructuras o 
funcionamiento del microorganismo21. El objetivo primordial es controlar y/o 
disminuir el número de viable de microorganismos, para que el sistema 
inmunológico sea capaz de eliminar el resto en su totalidad.  
Los antibióticos se pueden catalogar según varios aspectos. El primero es el 
espectro de acción, de los cuales se conceptualizan dos tipos, los de amplio 
espectro, aquellos que son activos sobre un gran número de distintas especies y 
géneros; y los de espectro reducido, que son aquellos que solo son activos a un 
limitado grupo de especies. La segunda clasificación, es según el mecanismo de 
acción, el cual se define como el mecanismo utilizado para reprimir el crecimiento o 
el asolamiento de las bacterias, dentro de los cuales se encuentras los inhibidores 
de pared bacteriana, inhibidores de la síntesis proteica, inhibidores de la duplicación 
del ADN, inhibidores de la membrana citoplasmática y los inhibidores de vías 
metabólicas22. 
Existe otra lista que determina si dichos antibióticos inhiben el crecimiento de los 
microrganismos (antibiótico bactericida) o si destruyen completamente (antibióticos 
bacteriostáticos). Dentro de los antibióticos bactericidas, encontramos β-lactamicos, 
glipeptidicos, aminoglucósidos, polimixinas y quinolonas. Para los antibióticos 
bacteriostáticos tenemos las tetraciclinas, sulfonamidas y macrólidos22. 
Para fines de la investigación buscamos centrarnos en los antibióticos bactericidas, 
en especial en el grupo de las quinolonas, los cuales son derivados de una molécula 
formada por un doble anillo el cual contiene un residuo de nitrógeno en posición 1, 
dicha molécula puede dar lugar a sustituciones que derivan en un compuesto 
específicos. Las quinolonas son antibióticos que actúan inhibiendo la ADN girasa, 
enzima que cataliza el superenrollamiento del ADN cromosómico, lo cual, en 
situaciones normales, asegura la división celular del microorganismo23. 
Este grupo de antibióticos al igual que otros, se clasifica por generaciones. Las 
quinolonas de primera generación tienen actividad hacia enterobacterias, son 
inactivas sobre grampositivas anaerobias. Alcanzan concentraciones séricas muy 
bajas, al igual que su distribución sistémica. Lo que deriva una concentración en 
orina alta, por lo que su empleo en infecciones urinarias es habitual. Las quinolonas 
fluoradas son las de segunda generación.  En su molécula está incorporado un 
átomo de flúor, exhiben mayor actividad sobre bacterias gran negativas. Tienen una 
módica actividad hacia grampositivos, sin presentar actividad sobre anaerobios24. 
Las concentraciones presentes en suero y tejidos son bajas, por lo cual se elude su 
uso en infecciones sistémicas. Las características particulares de las quinolonas de 
tercera generación, es que sostienen una actividad sobre gramnegativas y tienen 
una actividad mejorada hacia grampositivas. Por último, tenemos las de cuarta 
generación que además de la actividad contra gramnegativos, sustentan una 
actividad aumentada sobre grampositivos23. 
Con respecto a su farmacocinética, se sabe que las quinolonas son bien absorbidas 
tras su administración vía oral con una buena biodisponibilidad. Existe una similitud 
de concentraciones séricas tras vía de administración oral y vía intravenosa. La vida 
media plasmática oscila entre 1.5 y 16 horas. Su eliminación es fundamentalmente 
renal22. 
Ahora bien, dentro de los antibióticos como las fluoroquinolonas de tercera 
generación, el ciprofloxacino es uno de los mayormente prescritos, debido a que 
está indicado para el tratamiento de infecciones como lo son de vías respiratorias, 
infecciones del tracto genitourinario, infecciones gastrointestinales, infecciones 
osteoarticulares, infecciones en piel y tejidos blandos, de vías biliares, entre muchas 
otras. En cuanto a su biodistribución, este se une en baja concentración a las 
proteínas, penetra con facilidad en los tejidos, en los cuales alcanza 
concentraciones que superan los niveles séricos correspondientes25. 
  
Se han encontrado pequeñas concentraciones de algunos metabolitos de esta 
quinolona, tales como desetilenciprofloxacino, sulfociprofloxacino, 
oxociprofloxacino y formilciprofloxacino. Los primeros tres poseen una actividad 
antibacteriana comparable o inferior al ácido nalidíxico. Para el formilciprofloxacino, 
en la menor cantidad, es ampliamente equivalente a norfloxacino en cuanto a 
actividad antimicrobiana refiere.  
 
La molécula de ciprofloxacino se excreta ampliamente y sin modificar en la orina 
tanto por filtración glomerular como por secreción tubular y el 1% de la dosis se 
excreta vía biliar, por tanto, se encuentra en la bilis a elevadas concentraciones25. 
 
Tras una administración intravenosa, se ha demostrado, que solo 3/5 partes se 
metaboliza y entre 30% y 40% se obtienen en productos de residuos fisiológico, 
dentro de los cuales un aproximado del 24% aparece como ciprofloxacino en orina 
y un 3.8% como metabolitos de este, en cuanto a la presencia de ciprofloxacino en 
heces un 6% se encuentra como molécula original y 1.04% como metabolitos.  
La vida media para la eliminación de ciprofloxacino es de 3-5 horas, tanto tras la 
administración oral como la intravenosa26. 
 
2.1.3 Principios activos en los ecosistemas 
 
En nuestro país, los medicamentos de mayor consumo son los analgésicos y los 
antibióticos27. Lo anterior debido a la prescripción excesiva y automedicación 
injustificada, especialmente de los antibióticos, su dispensación inadecuada y la 
falta de regulación sobre el adecuado y controlado desecho de medicamentos 
caducos.   
Debido a las limitaciones de monitoreo y normativa para la utilización y deshecho 
de los medicamentos, es casi imposible evaluar la situación a la que se enfrenta el 
país sobre el uso de antibióticos. Lo que impide realizar una comparación entre 
México y otros países sobre el desarrollo de nuevas políticas aplicadas a los 
medicamentos27. 
Si bien se ha mencionado anteriormente las preocupaciones entorno a los 
medicamentos y antibióticos no representa únicamente el uso y prescripción 
inadecuada, sino que, va más allá de la ingesta en general.  
 
Otro de los problemas que preocupa a la sociedad científica es la presencia de los 
principios activos de fármacos, la cual se dice que es una problemática 
relativamente nueva que ha causado un interés en los últimos años28. 
 
El primer indicio de la presencia de principios activos en efluentes, fue realizado en 
el año 1976 con una muestra tomada en la planta de tratamiento de aguas 
residuales Big Blue River en Kansas; en el cual se analizarán e identificaron algunos 
metabolitos de clofibrato y de aspirina29.  
 
Existen diversas formas por las cuales una sustancia activa derivada de un 
medicamento puede entrar a los ecosistemas, dentro de las cuales destacan, la 
excreción post consumo, la inadecuada disposición, los vertimientos provenientes 
de la industria farmacéutica y otras más que hacen uso de ellos, y el deshecho de 
medicamentos directamente sobre los cuerpos de agua30.   
 
El mayor problema o aquel que es considerado como la principal vía de entrada al 
ambiente es la excreción humana y veterinaria de los productos de transformación 
y desecho metabólico, así como un porcentaje del principio activo 31. Esto, debido a 
los altos niveles de consumo de ciertos medicamentos y a que después de ser 
administrado, una parte de la sustancia original es liberada (orina, heces y otras 
secreciones), así como compuestos derivados del metabolismo  
 
Pero si bien, por lo anterior no se puede realizar una modificación para cesar con la 
entrada al ambiente; existe una segunda vía de ingreso a los ecosistemas, la cual 
se trata de la mala disposición de medicamentos no deseados y/o vencidos, esto 
debido a la falta de educación e implementación de normativas relacionadas a este 
tema. Lo más común que sucede con este tipo de medicamentos es que son 
dispuestos junto con los residuos convencionales o directamente por la tarja, lo que 
hace que lleguen hasta los rellenos sanitarios y por filtración llegar hasta el 
subsuelo, y en los mantos acuíferos, respectivamente. 
 
Se han realizado estudios en los cuales se logró detectar la presencia de éstos en 
aguas residuales, aguas superficiales, aguas subterráneas, aguas marinas, en agua 
potable, en suelo, en lodos de aguas residuales, en tejidos de animales que no han 
sido medicados, en tejidos vegetales e incluso en áreas remotas como los 
ambientes árticos 32.  
 
Existen características con las cuales se crean los fármacos, como lo son, la 
solubilidad de estos en agua y de difícil degradación, lo que les permite 
transportarse en distintas matrices ambientales 33. Pero la gravedad del problema 
no termina ahí, con la bioacumulación y la toxicidad existe la posibilidad de que otros 
organismos en el medio se vean afectados de distintas maneras. La creciente 
demanda de la sociedad para la descontaminación de aguas, la cual está cargada 
con partículas de diversos orígenes, ha impulsado, en la última década, al desarrollo 
de nuevas tecnologías de purificación 34. 
 
2.1.4 Tratamientos de aguas residuales 
 
Un tratamiento al agua residual consta de un conjunto de operaciones físicas, 
biológicas y químicas, las cuales buscan eliminar la mayoría de los contaminantes 
posibles antes de su vertido, de tal manera que los niveles de contaminación 
restantes en el efluente tratados se encuentren dentro de los límites legales 
existentes, además de que puedan ser incorporados de forma natural por los cauces 
receptores 34. 
 
Dentro del proceso de tratamiento de aguas residuales encontramos tres tipos de 
tratamientos principales, los cuales son tratamiento primario, secundario y terciario. 
 
El tratamiento primario, busca cumplir el objetivo de eliminar los sólidos, en las 
aguas a tratar. Este tratamiento engloba tres etapas primordiales para un 
tratamiento primario, los cuales son, cribado (es un proceso físico, en el cual se 
separa sólidos en su mayoría grandes, por medio de un tamizado), sedimentación 
(en esta etapa el agua y pequeños solidos se separan por peso), floculación (este 
proceso tiene como finalidad retirar las grasas, aceites y sólidos de baja densidad) 
35. 
 
Los tratamientos secundarios se fundamentan en la utilización de uno o varios 
procesos biológicos que se encargan de degradar la materia orgánica o contenido 
biológico como residuos biológicos humanos, residuos de alimentos, detergentes, 
entre otros36. 
 
Los procesos aerobios, como su nombre lo indica, emplean microorganismos 
aerobios, su objetivo es incrementar el contenido de oxígeno en las aguas, por 
medio de riegos de superficies sólidas, agitación y aireación sumergida. Aquí, las 
sustancias biodegradables disueltas funcionan como alimento para los 
microorganismos transformándolas en biomasa, dióxido de carbono y agua. 36 
 
Los procesos anaerobios se consideran fermentativos, ya que se caracterizan por 
convertir la materia orgánica procesada en compuestos de metano y dióxido de 
carbono, con la ayuda de bacterias que se encargan de la degradación de los 
sólidos que llegan a esta etapa 37. 
 
El proceso de lodos activados consiste en el desarrollo de un cultivo bacteriano 
contenido en las aguas residuales, se encuentran suspendidos y reciben oxigeno 
por el efecto del proceso de aireación, lo que genera una agrupación en flóculos, a 
lo que llamamos lodo activo 35. 
 
El tratamiento terciario de aguas residuales, tiene la intención de mejorar la calidad 
del agua a partir de procesos físicos y químicos que garantizan un óptimo 
mejoramiento en las aguas efluidas. Dentro de estos encontramos la 
desinfección/esterilización por ultravioleta y la cloración 35. 
 
Otros procesos que podemos encontrar dentro del tratamiento terciario es la 
oxidación avanzada, los cuales están basados en la generación de especies 
reactivas de oxígeno, su alta reactividad y un ataque poco selectivo, la hace capaz 
de degradar un gran grupo de contaminantes. Los principales sistemas de reacción 
para estos procesos de oxidación avanzada, emplean ozono, peróxido de 
hidrogeno, catalizadores metálicos, radiación ultravioleta y en algunos casos una 
combinación entre algunos de estos 34. Cabe señalar que, para fines de eliminación 
de contaminantes emergentes, el más utilizado es la ozonización. Este, tiene un 
potencial de oxidación elevado, por lo que se prefiere su uso para desinfectar agua 
potable, de tal forma que se espera una escasa formación de productos de 
desinfección y mayor biodegradabilidad. Entre los contras que suele tener este 
proceso de oxidación, encontramos el elevado costo del equipo, su mantenimiento 
y el costo energético necesario para el proceso 34.  
 
Otro ejemplo de oxidación avanzada es la radiación ultravioleta, empleada para la 
oxidación de contaminantes emergentes, sin embargo, no se han encontrado 
resultados altos de eficiencia en cuanto a eliminación concierne, por lo que se 
prefiere su uso acoplado a otros procesos. Los procesos de fotocatálisis 
homogénea, Fenton (Fe3/H2O2) y foto-Fenton (Fe3/H2O2/UV); y fotocatálisis 
heterogénea empleando dióxido de titanio (TiO2/UV/O2), ofrecen una alta 
eliminación de contaminantes a una baja toxicidad y alta estabilidad, además del 
bajo costo puesto que en su mayoría emplea la luz solar como fuente de radiación38.  
Si bien por otro lado el problema para fotocatálisis homogénea, radica en que la 
eficiencia se ve fuertemente influenciada por el pH, y en cuanto fotocatálisis 
heterogénea, el dióxido de titanio es difícil de separar de la matriz acuosa, por lo 
que se encarece el proceso 39. 
 
En cuanto a los métodos de tratamiento biológico, estos, dependen de la capacidad 
de los organismos para degradar los contaminantes orgánicos a productos inocuos 
como dióxido de carbono, agua y biomasa. Los métodos de tratamiento biológico 
dependen de la capacidad de los microorganismos para degradar residuos a 
productos inocuos (dióxido de carbono, agua y biomasa) a través de reacciones 
bioquímicas 40. Sin embargo, existen algunas limitantes que dificultan su aplicación, 
como lo es el origen del vertido. Es por eso que surge la necesidad de emplear otro 
tipo de métodos para el tratamiento, ya que en ocasiones el efluente contiene 
sustancias que ponen en riesgo la viabilidad de las bacterias y/o modifiquen la 
estructura bioquímica de estas, las cuales son utilizadas principalmente en los 
tratamientos secundarios. 
 
En este caso la mejor opción para suplir los métodos de tratamiento biológico con 
bacterias, es un método enzimático, dentro de los cuales se busca el uso de una 
porción de biomoléculas liberadas al medio por distintos microorganismos y plantas.  
 
2.1.5 Tratamientos con hongos basidiomicetos 
 
Un grupo de microorganismos, son los hongos del género basidiomicetos, 
particularmente aquellos conocidos como de pudrición blanca, los cuales de manera 
natural atacan los componentes de la pared celular de la madera húmeda, la cual 
está compuesta por un biopolímero aromático llamado lignina siendo estos los más 
efectivos para degradar lignocelulosa, ya que es una molécula extremadamente 
resistente al ataque microbiano. 
 
Los hongos de pudrición blanca tienen la característica de producir diferentes tipos 
de enzimas cuyos sustratos naturales, como la lignina, que son igual de 
recalcitrantes como los contaminantes emergentes. Trametes versicolor es uno de 
los más estudiados desde mediados del siglo pasado41, esto puesto que ha 
demostrado tener la facilidad de producir distintos tipos de enzimas con alta 
actividad enzimática, las cuales tienen un amplio campo de aplicación 
biotecnológico desde el tratamiento de sitios contaminados como efluentes o 
suelos, hasta el campo industrial pasando por la medicina. 
 
2.1.6 Enzimas  
 
La degradación enzimática consiste en adicionar enzimas aptas para un sustrato, a 
un medio contaminado; con el fin de fragmentar o disminuir el analito de interés. 
Dichas enzimas tendrán la facultad de oxidar distintos contaminantes orgánicos 
para transformarlos a otros productos permitiendo un mejor tratamiento final de los 
residuos. Algunas otras enzimas logran mineralizar los contaminantes y de esta 
manera son menos dañinos o incluso no perjudiciales a la salud 42. 
Esta es una de las muchas aplicaciones en las que se han reportado el uso de las 
enzimas producidas por Trametes versicolor. En general las biomoléculas de mayor 
importancia de manera natural producidas por este hongo son tres, lacasas (Lac), 
lignina peroxidasas (LiP) y manganeso peroxidasas (MnP) 43. 
 
 
2.1.7 Lacasas  
 
Las lacasas son enzimas glicoproteínas dimericas o tetramericas, que por lo general 
contienen de dos a cuatro átomos de cobre por monómero distribuido en tres sitios 
redox 44. Caracterizada como oxidorreductasa, capaz de catalizar la oxidación de 
varios compuestos aromáticos, diaminas y aminas aromáticas, entre otros, siendo 
oxidados por la transferencia de un electrón, usando el oxígeno molecular como el 
aceptor del electrón, dicha reacción es acompañada por la consecuente reducción 
del oxígeno a agua 45. Dichas enzimas se encuentran en diversos organismos como 
lo son bacterias, hongos y plantas, cabe señalar que la función de estas enzimas 
varía según su procedencia. Aunque las mayormente descritas e identificadas 
provienen de basidiomicetos como Trametes versicolor, entre otros 46. 
 
Al hablar de métodos enzimáticos, nos referimos a un tipo de tratamiento biológico, 
a su vez dentro de dichos métodos podemos encontrar dos variantes; aquellos en 
los que se puede emplear una o más tipos de enzimas libres en solución, y aquellas, 
cuyo método requiere anclar o inmovilizar las enzimas a un soporte.  
 
Los tratamientos con enzimas libres, como se expresa, únicamente requieren de la 
selección de uno o más tipos de enzimas que catalicen los contaminantes 
deseados, una vez con los conocimientos previos obtenidos en tratamientos 
enzimáticos, solo queda dar paso a la reacción de degradación en la cual se lleva a 
contacto el efluente y las enzimas, según sean las mejores condiciones para lograr 
lo esperado47. Algunas de las ventajas que se pueden encontrar en este tipo de 
método, es que se generan una mínima cantidad de subproductos tóxicos en 
comparación con los procesos químicos, poseen alta especificidad y gran capacidad 
catalítica y no es necesario trabajar a condiciones extremas para cumplir el objetivo, 
ya que involucra condiciones suaves(temperatura, presión y pH)48. 
 
Cabe señalar que existen algunas desventajas al trabajar con enzimas libres, pues, 
una vez que estas son aisladas de su medio natural, en su mayoría, tienden a perder 
actividad catalítica ya que se vuelven inestables, esto puesto que, pueden existir en 
el proceso sustancias que actúen como inhibidores, sin dejar de lado que una vez 
que se llegue a la recta final de la degradación, no podrán ser recuperadas para su 
reutilización [34] [35] 
  
2.1.8 Tipos de inmovilización 
 
Lo anterior nos lleva a la segunda variante, la inmovilización de enzimas para el 
tratamiento biológico de efluentes. Debido a que la obtención de un gran número de 
enzimas suele tener un costo elevado, además de evitar pérdidas del material 
enzimático, se pensó en la inmovilización, la cual pretende dar a las enzimas una 
vida más larga en cuanto a su uso se refiere, esto para combatir la baja estabilidad 
que presentan las enzimas al ser aisladas de su medio y su fácil desnaturalización 
por agentes químicos o biológicos. 
La cual consiste en fijar o atrapar las enzimas en un material insoluble (gel, 
membrana, perlas de vidrio, etc.) de forma que no pierda la actividad catalítica y 
permita su recuperación, en una fase fácilmente separable del medio de reacción. 
48 
 
2.1.8.1 Inmovilización covalente 
 
La inmovilización puede realizarse por diversos métodos, como lo son los métodos 
físicos, en los cuales encontramos, el confinamiento de la enzima en una 
membrana, la adsorción, ya sea física o iónica en una matriz insoluble, la inclusión, 
que se refiere al atrapamiento en un gel y la microencapsulación. Por otro lado, los 
métodos químicos, engloban, la formación de enlaces covalentes entre la enzima y 
una matriz activada, y el entrecruzamiento con agentes de bajo peso molecular.  
 
En realidad, no es posible elegir un solo método para todas las enzimas, la elección 
de cada uno dependerá de la enzima a inmovilizar, sus características, así como el 
propósito para el cual se inmovilizará. Cada uno de estos métodos tiene sus 
ventajas y desventajas; por ejemplo, la adsorción es simple, económica y efectiva, 
pero frecuentemente reversible; la inmovilización covalente y el entrecruzamiento 
es efectivo y durable, pero resulta costoso, y en algunas ocasiones afecta el 
desempeño de la enzima; y en el confinamiento en membranas, atrapamiento, y 
microencapsulación se han observado problemas de difusión 
 
Algunas de las ventajas que se obtienen tras la inmovilización es mantener la 








2.2 Antecedentes  
 
En 2011 Prieto y col., catalizaron la degradación de norfloxacina y ciprofloxacina 
con lacasas purificadas (>20 U/mg) en medio líquido. Con porcentajes de 
degradación > 98% (10 mgL-1 de cada uno) en 30 horas. Se realizó la identificación 
de los subproductos de transformación a lo largo del tiempo, por cromatografía 
liquida con espectrómetro de masas.50 
 
En 2014 Chang y col., inmovilizaron peroxidasas de rábano, partiendo de un núcleo 
de magnetita recubierto con sílice, a la cual se unieron partículas modificadas de 
NH2 y glutaraldehído como agente de reticulación. Logrando así una retención de la 
enzima del 85% al soporte. Demostraron que bajo condiciones de  pH 6.4 y 30 °C, 
el modelo de inmovilización logro degradar el 80% del 2,4-dichlorophenol (0.2 mM 
L−1) en 180 minutos.51 
 
En 2014 Rauhl y col., realizaron la remoción de ciprofloxacino catalizada por lacasa 
y asistida por ultrasonido, lo cual reflejo la reducción del tiempo de degradación y 
un aumento en el porcentaje degradado. En el cual el 51% de ciprofloxacino fue 
removido en 5 horas con una carga de enzima del 0.02% (p/v), temperatura de 60°C, 
una potencia de 75 W, frecuencia de 22 kHz y agitación de 200 rpm.52 
En 2015, Ding y col., evaluaron la degradación de 14 tipos de Sulfonamidas, 
Tetraciclinas y Quinolonas, mediante la adsorción por suelo (centrándose 
principalmente en los comportamientos de transformación ambiental), la crearon un 
sistema de oxidación con lacasas y un sistema acoplado de suelo asistido con 
lacasa. Las sulfonamidas, se eliminaron principalmente por oxidación de lacasas 
libres, las quinolonas por adsorción de suelo. Los antibióticos de tetraciclina, se 
eliminaron con ambos tratamientos en el sistema acoplado, pero la oxidación de 
lacasas libre predominó. Las tasas de eliminación de cada antibiótico excedieron el 
70% (10 mgL-1) en 15 minutos y estuvieron cerca del 100% en 180 min.10  
  
En 2017, Taheran y col., degradaron un grupo de fármacos en aguas residuales por 
medio de una inmovilización covalente de lacasas, en una membrana de nanofibras 
con una carga de enzimas de 12 U/g. Se logró degradar el 72.7% de diclofenaco, 
63.3% de clorotetraciclina y 48.6% de carbadiacepina, después de 8 h de reacción, 







2.3 Análisis crítico 
 
Se ha evaluado la degradación biológica de ciprofloxacino, alcanzando el 90% a los 
7 días de fermentación, con un Trametes versicolor. Además, se ha buscado 
degradar este contaminante con una bacteria termófila alcanzando una degradación 
máxima del 57 %, en soluciones de 5 mg L-1, en un lapso de 120 horas. Sin embargo, 
cuando se utiliza el contaminante durante el crecimiento microbiano, no es posible 
separar los efectos de la degradación vía enzimática, de la remoción por biosorción 
y/o bio-acumulación. Por lo tanto, nos genera un residuo de biomasa contaminada 
ciprofloxacino, el cual se tendrá que disponer, además de generar costos extras al 
tratamiento.  
También, se ha degradado ciprofloxacino con lacasas asistidas por ultrasonido, 
alcanzando una degradación del 50 %, sin embargo, este método puede dañar la 
integridad de la enzima, además, no se puede reutilizar y también agrega costos al 
proceso de degradación. 
Se ha logrado inmovilizar peroxidasas de rábano y lacasas, con porcentajes de 
retención de la actividad por arriba del 80 % en sistema de SiO2 con magnetita y en 
nanofibras, respectivamente, lo que permite su reutilización en varios ciclos. 
Diversas investigaciones han demostrado que las lacasas libre e inmovilizadas, son 
capaces de degradar una gran variedad de fármacos. Sin embargo, no se 
degradado ciprofloxacino con lacasas inmovilizadas, ni tampoco se ha reportado la 
inmovilización de lacasas en nanoestructuras tipo core shell de Fe3O4@SiO. 
2.4. Aportación Científica 
 
Degradación del ciprofloxacino en más del 90% en solución, con enzimas lacasas 
obtenidas y purificadas de un Trametes versicolor nativo de la región. Además, la 
inmovilización de lacasas en nanoestructuras tipo core shell de Fe3O4@SiO2, que 






HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
3.1 Hipótesis 
Las lacasas inmovilizadas de Trametes versicolor, en nanoestructras tipo core shell 
de Fe3O4@SiO2, degrada más del 90% de ciprofloxacino en solución. 
 
3.2 Objetivos y Metas 
3.2.1 Objetivo General 
Inmovilizar lacasas de Trametes versicolor, en nanoestructuras tipo core shell de 
Fe3O4@SiO2 para la degradación de ciprofloxacino. 
 
3.2.2 Objetivos específicos 
1. Producir y purificar lacasas de Trametes versicolor en cultivo sumergido.  
2. Sintetizar, funcionalizar y caracterizar nanoestructuras tipo core shell de 
Fe3O4 @SiO2-NH2.  
3. Inmovilizar lacasas en las nanoestructuras core shell sintetizadas. 
4. Realizar las pruebas de degradación de ciprofloxacino con lacasas 
inmovilizadas en nanoestructuras tipo core shell de Fe3O4 @SiO2-NH2.  
 
3.2.3 Metas de Investigación 
▪ Inmovilización de enzimas en un soporte nanoestructurado tipo core shell 
químicamente modificado. 
▪ Desarrollo de una alternativa verde y sustentable para la remoción de 
ciprofloxacino en aguas residuales. 
 
 
3.2.4 Metas Académicas  
▪ Obtención de una tesis de maestría en un periodo no mayor a 2.5 años. 
▪ Presentación de resultados en un congreso nacional o internacional. 









MATERIALES Y MÉTODOS 
 
4.1 Ubicación de equipo y material 
 
Todos los equipos que se utilizaron durante el desarrollo de este proyecto de 
investigación se encuentran disponibles en la Facultad de Ciencias Químicas, de la 
Universidad Autónoma de Nuevo León, tales como: balanzas analíticas, campanas 
de flujo laminar, incubadoras, muflas, material de laboratorio básico, 
espectrofotómetro UV-visible, SEM, Zetasizer NANO ZSP, FTIR-ATR, y el HPLC 
etc. 
 
El equipo de caracterización por XPS, se usó en colaboración con el Laboratorio 
Nacional de Nano y Biomateriales, del CINVESTAV unidad Mérida. Además, la 





4.2.1 Propagación de la cepa fúngica de Trametes versicolor 
 
La propagación de la cepa fúngica se realizó en caja petri con agar extracto de 
malta, el cual está compuesto por 12.75 g de maltosa, 2.75 g de dextrina, 2.35 g de 
glicerol, 0.78 g de peptona y 15.0 g/L de agar, con un pH final de 4.7. Se esterilizó 
en una autoclave a 121° C, 15 psi por 15 minutos. Posteriormente a su solidificación 
se inoculo un fragmento de micelio del hongo en el centro de las placas, de 1 cm2 
aproximadamente. Se incubó a 30° C por 12 días, revisando las placas cada 24 h 
para corroborar el crecimiento. Una vez cumplidos los 12 días, se almacenaron a 4° 
C50. 
 
4.2.2 Producción de lacasas por fermentación sumergida  
 
La producción de las enzimas se llevó a cabo por medio de fermentación sumergida, 
el medio liquido de cultivo estuvo compuesto por: glucosa (5 g/L), KH2PO4 (0.2 g/L), 
MgSO4 ·7H2O (0.05 g/L), CaCl2 (0.01 g/L), 10 ml de solución de elementos traza. De 
igual manera el medio fue enriquecido con salvado de trigo como cosustrato a 6 g/L 
y 1 mM de CuSO4 como cofactor. Se inocularon 10 plugs en un biorreactor de un 
volumen de 250 mL donde se llevó a cabo la fermentación, bajo las condiciones 
específicas de 30°C a 150 rpm por 9 días. Se tomaron muestras de 1 mL cada 48 
horas y los últimos 4 días cada 24 h, para de cada uno de los biorreactores, con la 
finalidad monitorear el comportamiento de la activad enzimática, la proteína 
extracelular, los azúcares reductores y los compuestos fenólicos.50 
 
4.2.3 Determinación de la actividad enzimática 
 
La determinación de la actividad enzimática se realizó a cada una de las muestras 
de los bioreactores, mediante un sistema de reacción de 1 mL, el cual consistió de 
700 μL de agua desionizada, 100 μL de extracto enzimático, 100 μL de buffer de 
acetatos (1 M, pH 5) y 100 μL de ácido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-
sulfonico (ABTS 5 mM). Una vez añadido el ABTS, se midieron los incrementos de 
absorbancia en un espectrofotómetro UV-VIS a una longitud de onda de 420 nm, 
previo a esto se calentaba la muestra a 40° C durante 1 min, para después realizar 
la lectura.54 Una unidad de actividad, está definida como la cantidad de enzima 
necesaria para oxidar 1 μmol de ABTS (ξ=3600 M-1 cm-1). 
 
4.2.4 Cuantificación de proteína extracelular  
 
Para determinar la concentración de proteína se construyó una curva de calibración 
con 125, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2500 μg/mL de albumina sérico bovina como 
estándar. Se tomarán 100 μL de muestra con 1 mL de reactivo de Bradford, para 
ser incubados durante 15 minutos a temperatura ambiente. Las muestras se 
analizaron por espectroscopia UV-VIS a una longitud de onda de 595 nm.55 
 
4.2.5 Evaluación de azúcares reductores (método de Miller)  
 
Se analizo una mezcla de reacción que consistía en 0.5 mL de extracto enzimático 
y 0.5 mL de reactivo de DNS (3,5-dinitrosalicilato), incubando a 98º C durante 5 min, 
para posteriormente incubar en agua fria para frenar la reacción, se adicionaron 5 
mL de agua desionizada a cada una de las muestras, se mezclaron perfectamente 
con ayuda de un vórtex, para después dejar reposar por 15 min a temperatura 
ambiente. Posteriormente se analizaron las muestras por espectroscopia UV-Vis a 
una longitud de onda de 575 nm. La curva de calibración se determinó usando  
glucosa como estándar56. 
 
4.2.6 Determinación de compuestos fenólicos 
 
Se analizaron 0.5 mL de la muestra de extracto enzimático, llevando a una reacción 
con 0.5 mL de reactivo de Folin Ciocalteu, dejando reposar durante 5 min. Una vez 
transcurrido el tiempo, se añadieron 1.5 mL de una solución de carbonato de sodio 
al 20%, llevando la mezcla a agitación profunda utilizando un vórtex. Posteriormente 
se dejó reposar durante 90 minutos, a temperatura ambiente. La reacción fue 
analizada por espectroscopia UV-VIS a una longitud de onda de 760 nm. La curva 
de calibración se realizó con ácido tánico como estándar57. 
 
4.2.7 Precipitación con sulfato de amonio 
 
Con el extracto crudo enzimático se precipitaron las proteínas de alto peso 
molecular con una solución de sulfato de amonio, la cual se agregó lentamente al 
extracto crudo enzimático. Iniciando con una saturación del 20% hasta llegar al 50%, 
llevando a agitación lenta durante una hora a 4 °C, se separó esa fracción para ser 
analizada por oxidación de ABTS. Siguiendo con la precipitación se procedió a 
agregar una concentración de 60% de saturación hasta llegar a una saturación del 
80%, de igual manera se dejó en agitación lenta durante una hora a 4 °C. Enseguida 
se dejó reposar la fracción enzimática durante 12 h. Transcurrido el tiempo de 
reposo, se centrifugo el extracto crudo a 4,500 rpm a 4 °C por 30 minutos, los 
sobrenadantes fueron decantados y los pellets resuspendidos en 2 mL de buffer de 
acetatos 0.1M a pH 5. Ambas fracciones fueron analizadas por oxidación de ABTS 
58 59. 
 
4.2.8 Ultrafiltración  
 
Los extractos crudos enzimáticos fueron separados por ultrafiltración con unidades 
de centrifugación AMICON (30 kDa y 100 kDa) para concentrar el extracto crudo. 
La centrifugación se llevó a cabo a una velocidad de 4,500 rpm, a 4 °C y un tiempo 
de 30 min60. 
 
4.2.9 Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS 
 
Los geles de electroforesis fueron realizados de acuerdo al método de Laemmli 
(1970), en todos los casos se utilizó una concentración del 13% de acrilamida. Para 
la preparación de las muestras en tubos eppendorf se mezclaron 10 μL de la 
muestra con 3 μL del buffer de la muestra. Se colocaron en un baño a 100 °C por 
10 minutos para su completa desnaturalización y se cargaron los pozos con 10 μL 
de la mezcla y el primer carril se cargó con un marcador de peso molecular (Bio-
Rad Precision Plus Protein Standards). Los geles se corrieron en una cámara Bio-
Rad a un voltaje constante de 180 volts en el buffer de corrida por un tiempo de una 
hora. Se revelaron las bandas de proteínas con una solución de azul de Coomassie.  
 
4.2.10 Preparación de nanoestructuras de Fe3O4@SiO2 
 
Las nanopartículas magnéticas de Fe3O4 fueron obtenidas comercialmente en 
NanoAmor. Posteriormente, se pesaron y añadieron 100 mg nanopartículas de 
Fe3O4 a una mezcla de 150 mL etanol y 40 mL agua destilada, se llevaron a 
sonicación por 30 minutos. Transcurrido el tiempo se agregaron 3.0 mL de solución 
de hidróxido de amonio (30% en peso) y 0.6 mL de TEOS, dejando en agitación 8 
horas, para finalmente lavar y se dejará secar61. 
 
4.2.11 Modificación química de la superficie 
 
Después de la obtención de la nanoestructura tipo core shell de Fe3O4@SiO2, se 
realizó la modificación a la superficie del material con APTES. Se dispusieron 0,5 g 
de Fe3O4@SiO2, añadiendo a 50 mL de solución de tolueno que contenga 1.5 mL 
de APTES, dejando en agitación a 60°C durante 20 h, la mezcla se sometió a 
lavados con tolueno y acetona. Fue denominada Fe3O4@SiO2-NH262. 
 
4.2.12 Caracterización de las nanoestructuras tipo Core Shell 
Fe3O4@SiO2 
 
Se llevo a cabo la caracterización de las nanopartículas Fe3O4@SiO2 antes y 
después de la modificación química de la superficie, mediante difracción de rayos X, 
espectroscopia infrarroja por ATR, microscopia electrónica de barrido, dispersión 
dinámica de luz y potencial ζ. La difracción de rayos X (DRX) de Fe3O4@SiO2, se 
realizó en un difractómetro de rayos X con una fuente de radiación generada a 40 
kV y 30 mA. La microscopía electrónica de barrido (SEM) con una aceleración de 
15 kV; Microscopía electrónica de transmisión (TEM) con un Jeol-2010 Electron 
Microscope. La distribución del tamaño de partícula, se determinó mediante la 
dispersión dinámica de la luz y la carga superficial mediante potencial ζ, con un 
Zetasizer NANO ZSP, Malvern63. 
 
4.2.12.1 Difracción de Rayos X (DRX) 
La Difracción de Rayos X se utilizó para determinar la correspondencia de las 
nanopartículas sintetizadas de Fe3O4@SiO2 con el patrón de difracción del Fe3O4 
puro. El análisis se realizó bajo temperatura ambiente, presión constante, con un 
voltaje de 35 kV y 25 mA y un ángulo de 5 a 90°. El equipo usado fue un 
Difractómetro de Rayos X marca Siemens y modelo D-5000.  
 
4.2.12.2 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier con Reflexión 
Total Atenuada (FTIR-ATR) 
Se usó espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier con Reflexión Total 
Atenuada para observar los enlaces entre el Fe-O correspondientes al Fe3O4, Si-O 
correspondientes al SiO2, al igual que las nanopartículas funcionalización con los 
grupos amino por medio de la adición de enlaces N-H. lo anterior a temperatura 
ambiente, con un parámetro de número de onda fue de 400 a 2000 cm-1. Se utilizó 
un equipo marca Perkin Elmer modelo Spectrum One,  
 
4.2.12.3 Microscopia Electrónica de Barrido (SEM) 
La caracterización mediante SEM se realizó con la finalidad de conocer la 
morfología de las nanopartículas de Fe3O4@SiO2. Además, se realizó un Sistema 
de Microanálisis de Energía Dispersiva de Rayos X (EDS o EDX) para determinar 
los elementos contenidos en las nanopartículas. Las muestras se colocaron sobre 
una cinta adhesiva de carbono. Las condiciones del análisis fueron, ultravacío (10-
5 Pa) en la cámara de observación, el voltaje usado fue de 3.0 kV y la magnificación 
fue desde 1000x hasta 30000x aumentos. El instrumento utilizado fue un 
Microscopio Electrónico de Barrido marca JEOL (modelo JSM-6701F).  
4.2.12.4 Microscopia electrónica de Transmisión (TEM) 
Para conocer la morfología de las nanopartículas, así como la visualización del core 
y del shell se utilizó la microscopia electrónica de transmisión (TEM) con un Jeol-
2010 Electron Microscope, tensión de aceleración de 200 kV.  El sistema de vacío 
se empleó en el rango de 10-9 Torr, con 25° de ángulo de inclinación máximo en 
etapas de inclinación simple y doble Capaz de campo brillante, imagen de campo 
oscuro y cámara CCD. 
 
 
4.2.12.5 Potencial ζ 
Se utilizo un equipo Zetasizer NANO ZSP marca Malvern y celdas capilares 
plegadas  (DTS1070), a una temperatura de 25° C y potencia de 95 - 240 VCA +/- 




El buffer (pH 7) que contenía partículas magnéticas se mezcló con 1.6% de 
glutaraldehído a 25°C durante 3 h. A continuación, se realizaron lavados con la 
solución buffer y agua destilada. Las partículas fueron previamente tratadas con 
glutaraldehído (1.6 g) y lacasa (2 mg) se dispersaron en un buffer pH 8.0 dejando la 
mezcla en agitación de 150 rpm durante 11 h a 25°C. Las partículas se recuperaron 
por separación magnética, realizando lavados con buffer de fosfato y agua para 
eliminar los restos enzima unida no específicamente51. 
 
4.2.14 Degradación de Ciprofloxacino  
 
La solución de enzima inmovilizada se mezclará con una solución de Ciprofloxacino 
a un pH 4.5. La mezcla se dispuso a agitación de 200 rpm a 40º C. Mediante 
intervalos de tiempo dados, se tomarán alícuotas de la muestra de 1 mL de la 
solución reacción. Una vez concluido el tiempo de degradación se recuperó el 
soporte por separación magnética, para realizar una siguiente cinética de 
degradación. La concentración restante de ciprofloxacino se determinó por técnica 
de cromatografía de líquida de alta resolución (HPLC)51. 
 
 4.2.15 Análisis por cromatografía liquida de alta resolución (HPLC)  
 
Los estándares y muestras ante la degradación de ciprofloxacino fueron evaluadas 
mediante cromatografía liquida de alta resolución en una fase (A) de agua con 2.5% 
acido fórmico y una fase (B) de metanol con 2.5 % de ácido fórmico. Un flujo de 150 
µL/min. Un gradiente lineal de 0.01 min, 70% (A); 5 min, 35% (A); 15 min, 70%(A).  
 
4.3 Disposición de los residuos generados. 
 
Los residuos generados en el presente trabajo, serán dispuestos de acuerdo a lo 






RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
5.1 Propagación de la cepa fúngica 
 
La propagación de la cepa fúngica se llevó a cabo con éxito en agar extracto de 
malta. el crecimiento del hongo finalizo al día 12 de incubación, iniciando con la 
aparición de áreas de micelio hialino que según transcurrían los días se presentaba 
un crecimiento acelerado. En la Figura 1, se presenta el micelio en dos puntos 
distintos del periodo de incubación, se puede aprecia su coloración blanca con una 










Figura 1. Propagación de Trametes versicolor en placa Petri con agar extracto de malta. 
 
5.2 Producción de lacasas por fermentación sumergida 
 
La producción de las enzimas, dispuestas en el metabolismo secundario64 de 
Trametes versicolor, se llevó a cabo mediante fermentación sumergida en medio 
mineral enriquecido con salvado de trigo como cosustrato y sulfato de cobre como 
cofactor. 
El día de máxima producción de enzimas lacasas se reporta al día 9.  
En la Figura 2 se aprecia la relación entre los azúcares reductores y la actividad 
enzimática de lacasa, ambas monitoreadas del día 0 al día 10, donde podemos 
observar una relación indirecta de ellas. Al disminuir en su mayoría la concentración 
de azúcares reductores (utilizados como fuente de carbono)65 se observa un 
aumento significativo en la concentración de lacasa, lo que indica que la actividad 
se dispara una vez que se ha consumido el sustrato (glucosa), lo que indica que las 
enzimas se producen como respuesta a la necesidad de degradar el cosustrato66. 
 
 
Figura 2. Relación entre la concentración de azúcares reductores y la actividad enzimática 
de lacasa en el medio. 
 
Una manera directa de evaluar la liberación de lacasas al medio, es con la 
determinación de proteínas, puesto que a mayor concentración de proteínas mayor 
crecimiento.  
En la Figura 3 podemos observar un aumento de proteínas a partir del día 5 con 
una concentración máxima en el día 7 con 68 µg/mL de proteína, aunque la mayor 
liberación de lacasas se encuentra en el 9 con 1125 U/mL, y a este día observamos 
una menor concentración de proteínas correspondiente a 57 µg/mL. La explicación 
a esta variación la mencionan Bonnarme y Jeffries (1990), refiriéndose a que las 
lacasas no son las únicas enzimas producida por Trametes versicolor en el 
metabolismo secundario, sino que viene acompañada por dos tipos de enzimas 
más, las cuales tienen su producción máxima en el día 767, la cual empieza a cesar 
solo horas después.  
 
 
Figura 3. Relación entre la concentración de proteína extracelular y la actividad enzimática 
de lacasa en el medio. 
 
La fermentación sumergida de Trametes versicolor en medio líquido, requiere de un 
cosustrato para inducir una mayor producción de enzimas, este cosustrato se 
suministra al inicio de la fermentación en forma de salvado de trigo, el cual, una vez 
hidrolizada la lignina presente en el salvado, da como resultado la hidrólisis de la 
lignina, liberando compuestos fenólicos, los cuales a su vez son aprovechados por 
el hongo como inductor para la producción de enzimas68. A medida que se producen 
enzimas, se puede observar una mayor concentración de compuestos fenólicos, tal 
cual se observa en la Figura 4. La máxima liberación de lacasas está dada al tener 
bajas concentración de compuestos fenólicos puesto que funcionan como 
mediadores redox, ya que una concentración de fenoles es inhibidora de los 





Figura 4. Relación entre la concentración de compuestos fenólicos y la actividad enzimática 
de lacasa en el medio.   
 
5.3 Concentración de lacasas por precipitación con sales y 
ultrafiltración 
 
Tras realizar la producción de lacasas por fermentación liquida, muestra a la cual 
se le denomino extracta crudo, se procedió a concentrar por ultrafiltración, se 
observó que la concentración actividad enzimática y proteína extracelular, se 
mantuvo igual.  Mediante la precipitación de las proteínas con sales de sulfato de 
amonio, se logró elevar aproximadamente 4 veces la actividad enzimática inicial. 
Por último, para hace más selectiva la concentración de lacasas, se realizó una 
ultrafiltración en la cual se utilizaron filtros con poros de 50 y 100 kDa, puesto que 
la enzima en cuestión tiene un peso molecular que oscila entre 55 y 65 kDa 
 
Tabla 2. Comparación entre actividades enzimáticas (U/mL), proteína extracelular (mg/mL) 






sulfato de amonio 
Ultrafiltración  
(50 kDa y 100 kDa) 
Actividad 
enzimática 
1,125 U/mL 1,125 U/mL 4,328 U/mL 26,160 U/mL 
Proteína 
extracelular 













El proceso de purificación se visualizó posteriormente por medio de un SDS-PAGE, 
como se muestra en la Figura 5. En esta figura se compraron el extracto 
parcialmente purificado con una muestra de lacasas comerciales de Sigma Aldrich. 
Con este resultado se comprobó la purificación de enzimas lacasas, tras revelar el 
gel de electroforesis se logró observar dos bandas cercanas al marcado de peso 
molecular de 70 kDa y 50 kDa, para ambos casos de las muestras, lo que nos indica 
que la purificación parcial fue realizada con éxito. Estas dos bandas, corresponden 
al peso molecular de las lacasas, según lo reportado por Gutiérrez Soto69. 
 
Figura 5. Gel de electroforesis revelando el peso molecular de Lacasa liofilizada 
comercial (Lac C.) y Lacasa semipurificada (Lac SP.) 
 
5.5 Evaluación de Fe3O4 @SiO2-NH2 como soporte para inmovilización de 
lacasas  
5.5.1 Estabilidad del inmovilizado frente a diferente pH 
Se realizó la evaluación de la estabilidad de las enzimas lacasas en ocho diferentes 
pH, a una temperatura ambiente durante 24 horas. Una vez transcurrido el tiempo 
y realizada la determinación de actividad enzimática, se comprobó que esta, se 
mantenía en un porcentaje de actividad mayor a pH de 4.5 y 7, y un porcentaje 
menor a pH de 3.5 y 6. Cabe señalar que el límite inferior, no sobrepaso el 85% de 
actividad enzimática final, ver Figura 6. 
 
Figura 6. Evaluación de la actividad enzimática de lacasas inmovilizadas en distintos pH. 
 
5.5.2 Estabilidad en distintas temperaturas 
Una vez que se comprobó el mejore pH para mantener la mayor actividad 
enzimática. Partiendo de los resultados anteriores, se realizó una nueva 
inmovilización de lacasas para evaluar el porcentaje de actividad enzimática a 
diferentes temperaturas durante un periodo de 2 horas. Como se puede observar 
en la Figura 7, se mantuvo la actividad enzimática de 99.88% – 99.69%, dentro de 
10, 20 y 25º C. Reportando un descenso en la actividad enzimática (92.36% - 
90.53%) para las temperaturas entre 50 y 60º C.  
 
Figura 7. Evaluación de la actividad enzimática de lacasas a pH 4.5 y pH 7 a diferentes 
temperaturas. 
 
En el caso de los dos distintos pH, estos, se comportaron muy similares para la 
mayoría de las temperaturas, solo en la muestra a 60º C, se pudo observar un 
descenso en la actividad en la muestra a pH 4.5 contra la de pH 7. 
 
5.6 Síntesis, funcionalización y caracterización de nanoestructuras tipo 
core shell de Fe3O4 @SiO2-NH2 
       5.6.1 SEM 
 
Mediante la técnica de microscopia electrónica de barrido, se logró determinar el 
tamaño promedio de las nanopartículas de magnetita comercial (Fe3O4), oscilando 
en los 63.3 nm, con una desviación estándar de 5.11 nm, como se observa en a 
Figura 8. Partiendo de la premisa de que las nanopartículas de Fe3O4 que se 
utilizaron en este proyecto son comerciales y tienen un diámetro promedio de 50 
nm, podemos comparar la síntesis del core shell con la reportada por Chang y Tang 
en 2014, cuyo core de Fe3O4 fue sintetizado, con un diámetro promedio de 15 nm y 
un shell de SiO2 de 195 nm, podemos concluir que nuestra nanopartícula pudo tener 
un espesor mayor de SiO2 si se hubiese elevado la concentración del precursor de 
este mismo (APTES), tal como lo indico Salgueiriño y col. en 2006. 
 
Figura 8. Micrografía electrónica de barrido de Fe3O4 
Seguido de la síntesis del shell de SiO2 se realizó un segundo análisis por SEM 
esperando encontrar un aumento en el diámetro de las nanopartículas, lo cual 
indicaría una correcta adhesión del dióxido de silicio al core de Fe3O4. Lo anterior 
fue comprobado tras analizar el promedio del tamaño en dicha micrografía, el cual 
se encuentra en 125.8 nm con una desviación estándar de 3.6 nm, como se observa 
en la Figura 9. Siguiendo con el análisis entre Chan y Tang (2014) con este proyecto, 
ellos, reportan una nanopartícula con promedio final equivalente a 210 nm de 
diámetro, muy cercano al doble del diámetro de la sintetizada en esta investigación, 
lo cual es un poco desfavorecedor para el alcance del presente trabajo, debido a 
que al existir una mayor superficie sería considerable la capacidad de inmovilización 
de enzimas ante el material.  
 
Figura 9. Micrografía electrónica de barrido del core shell de Fe3O4 @SiO2 
 
 
         Figura 10. Micrografía electrónica de barrido con espectro elemental de Fe3O4 @SiO2 
 
Mediante una estimación cuantitativa, obtenida de EDS, se puede apreciar el 
porcentaje de peso y atómicos de cada uno de los elementos presentes en las 
nanopartículas (Tabla 3). A pesar de la obtención de partículas asimétricas sin 
morfología completamente definida y la formación de aglomerados, como se 
observar en la Figura 10, el análisis elemental indica la presencia de estos tres 
elementos (Fe, O, Si). 
 
Tabla 3. Porcentajes de elementos presentes en la muestra. 
Elemento % Peso % Átomos 
Oxígeno 47.09 74.54 
Silicio 3.29 2.96 
Hierro 49.62 22.5    




      5.6.2 TEM 
Tras el análisis de microscopía electrónica de transmisión, se obtuvo una 
micrografía de TEM, detallada de la morfología de las nanopartículas, la 
homogeneidad y la formación del recubrimiento de dióxido de silicio en la superficie 
de estas, ver Figura 12. Se estudió la distribución de tamaños de la nanopartícula, 
cuyo tamaño promedio oscila entre 57 nm para el core de Fe3O4 y 113 nm para el 
core shell completo, de los cuales 28 nm son los correspondientes al espesor de 
SiO2. 
En la Figura 12, se puede apreciar, en escala de grises las dos partes que forman 
las nanopartículas, el core en gris oscuro (Fe3O4) y el shell en gris claro, del SiO2, 
que recubre a la magnetita. 
 
Figura 11. Micrografía electrónica de transmisión del core-shell Fe3O4 @SiO2. 
 
    5.6.3 DRX 
 
Se realizó un análisis por difracción de rayos X, esto, una vez que se sintetizado el 
shell de SiO2, el cual llamaremos Fe3O4 @SiO2. El difractograma de Fe3O4 @SiO2 
fue comparado con el patrón de difracción de Fe3O4 en el cual los planos 
característicos y correspondientes al patrón de difracción se encuentran presentes 
en 32θ (220), 35 θ (311), 34θ (400), 54θ (422), 57θ (511) y 63θ (440). En la Figura 
13, observamos que de acuerdo con posiciones de los picos de reflexión e 
intensidades relativas, se observa que ambas muestras exhiben estructuras 
idénticas, indicando que la modificación con el SiO2 no induce un cambio en la 
estructura cristalina de las nanopartículas de Fe3O4. Según autores como Yufang 
Zhu et al. y Rodríguez López et al., la posición de los picos respecto a los grados 
2Theta, comparado con la caracterización de nanopartículas de magnetita y dióxido 
de silicio, son correspondientes al patrón de difracción de la primera, importar el 















Figura 12. Difractograma de Fe3O4 con Fe3O4 @SiO2 
 
   5.6.4 Espectroscopia por infrarrojo FTIR-ATR 
 
En la Figura 14, se observa el patrón por FTIR-ATR de distintas nanopartículas, 
primero están en negro las nanopartículas comerciales de Fe3O4, obteniendo una 
banda de vibración característica de la unión de Fe-O alrededor de 546 cm-1. Como 
parte de la síntesis del shell de SiO2, en un segundo análisis (línea roja), se logró 
corroborar la presencia de tres bandas de vibración correspondientes a la unión Si-
O, localizadas en 1,060 cm-1, 955 cm-1 y 435 cm-1. Siguiendo la síntesis de las 
nanopartículas funcionalizadas, se analizó una muestra de Fe3O4 @SiO2-NH2, la 
cual seguía conservando las bandas encontradas con anterioridad, 
correspondientes a las uniones de Fe-O y Si-O. Sin embrago, hay unas pequeñas 
perturbaciones en 1,467 cm-1 y 1,436 cm-1, pero son demasiado pequeñas y no es 
concluyente para encontrar una banda correspondiente a la presencia de NH2. Esto 
es de esperarse, debido a que el material es obscuro, por lo que se cree que la 
nanopartícula actúa como cuerpo negro71, absorbe la radiación que incide sobre 
NH2 evitando así la aparición de la banda correspondiente a esta. Por esta razón, 
se analizaron estas partículas por XPS y por potencial ζ.  
Los espectros obtenidos mediante esta técnica son similares a los reportados por 
otros autores para nanopartículas de magnetita comercial y un poco distintos a los 
reportados para magnetita obtenida por síntesis de co-precipitación; en referencia 
al shell o coraza de SiO2, la correspondencia de los espectros de otros autores 
mediante el mismo método son completamente similares, lo que sugiriendo que el 
método de recubrimiento fue efectivo y que la sílice se encuentra unida a las 











Figura 13.  Espectro de FT-IR de Fe3O4 @SiO2 en distintos puntos de la síntesis. 
 
    5.6.5 XPS 
 
Tras no lograr identificar con relevancia la presencia del grupo amino mediante 
FTIR-ATR, se realizó un análisis por XPS-Survey. 
En la Figura 15, observamos que se logró identificar la presencia de cada uno de 
los elementos esperados en la síntesis, en la partícula de Fe3O4@SiO2-NH2. Se 
obsevó la presencia de Fe, con una energía de enlace en 710 eV, otra en 103.6 eV 
para Silicio, oxígeno en 533.2 eV y en 400 eV perteneciente a nitrógeno, este último, 
indica la obtención de la funcionalización con grupos NH2 mediante el precursor 
APTES, así como un pico al alrededor de 300 eV indicando carbono de los grupos 
etoxi del APTES. 
 
Figura 14.  Espectro de XPS de Fe3O4 @SiO2-NH2. 
Los datos son congruentes con los valores que se reportados para Fe3O4 @SiO2-NH2 
en la literatura73. 
 
       5.6.6 Potencial ζ 
 
Mediante el potencial ζ se logra describir la intensidad el campo eléctrico estático 
de la capa de solvatación entre la partícula y el fluido74. Cuando las partículas en 
suspensión tienen elevado potencial ζ ≥ 30 mV (negativo o positivo), estas se 
repelen y el sistema no floculará, por el contrario, si es pequeño (≤30 mV) el 
potencial ζ el sistema floculará. Estos se considera que la suspensión es estable en 
el tiempo75. 
El análisis del potencial zeta, de las nanopartículas en distintas fases de la síntesis, 
se puede observar en la Tabla 4. Como se aprecia en dicha tabla, la carga superficial 
de las nanopartículas de Fe3O4, fue negativa con un valor de -23.5 mV. En un 
siguiente paso de la síntesis del core shell, tras la adhesión del SiO2, el potencial ζ 
fue aun negativo, pero con una ligera tendencia a lo positivo, -22-1 mV. En un último 
análisis del nanomaterial, esta vez con una amina en la superficie, se obtuvo una 
distribución de la carga de +13.4 mV, lo que comprueba la adición de los grupos 
amino del APTES, ya que la amina protonada aporta cargas positivas. 
Tabla 4. Distribución las cargas para Fe3O4, Fe3O4 @SiO2 y Fe3O4 @SiO2-NH2 
 
 
Tras el uso de esta técnica, se pudo corroborar la presencia del grupo amino en la 
superficie de la nanopartícula Fe3O4 @SiO2-NH2, con lo cual, se procedió a la 
inmovilización de las enzimas lacasas.  
 
5.7 Inmovilización de lacasas en las nanoestructuras core shell 
sintetizadas. 
 
Se realizó una comparación entre la inmovilización de enzimas lacasas de Trametes 
versicolor en dos presentaciones diferentes, la primera, con enzimas comerciales 
de Sigma Aldrich liofilizadas, y en segundo, las cuales son el objetivo del proyecto, 
obtenidas por fermentación sumergida de Trametes versicolor nativo de la región y 
parcialmente purificadas por ultrafiltración, ambas inmovilizadas en nanopartículas 
modificadas de Fe3O4 @SiO2. Lo anterior con la finalidad de tener datos que 
permitan probar la eficiencia. 
En la Tabla 5, se muestran los valores correspondientes a cada una de las 
inmovilizaciones, siendo la actividad enzimática inicial (AEI) la determinada a la 
solución de lacasa antes de la inmovilización y la actividad enzimática final (AEF) 
que se logró inmovilizar a las nanopartículas de Fe3O4 @SiO2-NH2. Con estos datos 
se puede calcular el porcentaje de retención para cada muestra. 
Los porcentajes de inmovilización son considerablemente buenos > 70%, si lo 
relacionamos con lo reportado con diferentes autores, como es el caso de Zhu y 
Kaskel, quienes, en 2007, realizaron la inmovilización de lacasas de Trametes 
versicolor en nanoestructuras de Fe3O4@MSS-NH2 obteniendo el 60% de 
inmovilización, esto bajo condiciones muy similares a las del presente proyecto. Otro 
caso es el del equipo de Qing Chang, en 2013, lograron un 80% de inmovilización 
de peroxidasas de rábano en un core shell Fe3O4 @SiO2-NH2. 
Tabla 5. Tabla comparativa entre actividad enzimática inicial (U/mL), actividad enzimática 
final (U/mL), capacidad de retención (U/g) y porcentaje de retención de lacasas 
inmovilizadas (%) 
 
5.8. Degradación y determinación de ciprofloxacino por HPLC 
Cañas y Camarero (2010) señalan que “las lacasas pueden catalizar la oxidación 
de fenoles, anilinas y tioles aromáticos, los cuales son sustituidos en un proceso 
dependiente del O2”. Al utilizar mediador redox como ABTS se genera una 
transferencia de electrones en la que el ABTS es oxidado por las lacasas, 
generando así, radicales que posteriormente contribuirán con la oxidación de 
sustratos no fenólicos50. 
Se montaron 3 diferentes experimentos, por triplicado en los cuales la variación fue 
de la presentación de la enzima lacasa, es decir, en un primer experimento se 
analizó el potencial de degradación que mantenía las lacasas obtenidas por 
fermentación, semipurificadas e inmovilizadas en las nanopartículas de 
Fe3O4@SiO2-NH2, para el segundo fue un experimento “control” el cual contenía 
lacasas comerciales de Sigma Aldrich que fueron dispuestas en solución bajo las 
mismas condiciones, y por último, el tercer análisis fue de lacasas libres, obtenidas 
por fermentación y semipurificadas. 
Para cada uno de los experimentes la determinación por HPLC, se realizó a una 
longitud de onda de 276 nm, la cual es la longitud a la que absorbe la molécula de 
ciprofloxacino. 
Como se aprecia en la Figura 16 la concentración inicial de ciprofloxacino en cada 
reactor fue de 20 ppm, las cuales fueron determinadas como hora cero de la 
degradación. En la hora cuarenta y ocho se observó un aumento de ±2.0 veces la 
concentración inicial, existiendo algunas diferencias respecto a cada experimento.  
Dicho aumento en la concentración, es debido a que las longitudes de onda de los 
subproductos iniciales, oscilan dentro de la misma longitud de onda de 














1,900 1,367 71% 136.7 
se forman  iones fluoruro e iones de amonio, los cuales provocaran que las 
productos que restan de esta transformación absorban a una longitud de onda un 
tanto variada al espectro de la molécula de ciprofloxacino76. Según indica Wetzstein 
et al, el primero y el segundo subproducto, identificados en las primeras horas de la 
degradación, y que cuentan con mayor presencia, absorben a 276 nm, para el 
tercero se reporta una longitud de onda de 272 nm.  
Como es reportado por diferentes autores como Meritxell Gros y colaboradores, los 
productos de transformación se atribuyeron principalmente a la oxidación, 
hidroxilación y escisión del anillo de piperazina77. 
Dicho lo anterior y haciendo una comparación entre los tres experimentos 
realizados, se puede concluir que, el experimento control, de lacasa comercial, y el 
experimento de lacasa libre obtenida por fermentación y semipurificada, tuvieron un 
comportamiento prácticamente igual. Sin embargo, la ventaja de la enzima 
inmovilizada, es que las lacasas inmovilizadas en Fe3O4@SiO2-NH2, fueron 
recuperadas pensando en la probabilidad de realizar otro ciclo de degradación, el 
cual por cuestiones de tiempo fue imposible llevar a cabo.
Figura 15. Concentración de ciprofloxacino en partes por millón vs tiempo en horas, 








Se obtuvo un extracto enzimático de lacasa con una actividad de 1,1125 U/mL, trs 
la purificación y concentración se logró aumentar a 26,160 U/mL. 
De acuerdo con los resultados de TEM y SEM, se logró sintetizar una 
nanoestructura tipo core shell de Fe3O4@SiO2 a partir de nanopartículas 
comerciales de Fe3O4.  
Se identificaron la presencia de enlaces O-Si-O, Si-O, Fe-O  en FTIR-ATR, lo cual 
confirman la existencia de los elementos en las nanopartículas.  
Mediante XPS se detectó la presencia de los elementos del Fe3O4 @SiO2-NH2, 
destacando el C del grupo etoxi y el N de la amina del APTES.  
El cambio generado en potencial zeta (ζ), después de la funcionalización con el 
APTES, se atribuye a la adición del grupo amino. 
El core shell sintetizado mantiene la estructura cristalina del Fe3O4 de acuerdo con 
el resultado obtenido por DRX, y no perdió sus propiedades magnéticas. 
Se logró inmovilizar la lacasa parcialmente purificada de Trametes versicolor nativo, 
así como de una enzima comercial, con porcentajes similares de retención. 
La degradación de ciprofloxacino  con lacasas purificadas inmovilizadas, lacasas 
purificadas libres, y lacasas comerciales libres, mas ABTS como mediador, no 
mostraron diferencia entre los resultados.  
Por su parte, la detección de la degradación por HPLC con detector de UV-Vis, 
resulto en aumento 
6.1. Recomendaciones y perspectivas a futuro 
Se recomienda desarrollar un método analítico que permita medir adecuadamente 
la degradación enzimática de ciprofloxacino, o bien usar HPLC acoplado a un 
detector de masas. Además, probar diferentes mediadores redox para la 
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